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RESUMO 
 
Humanos, assim como macacos, pertencem à Ordem Primates, de 
acordo com a classificação taxonômica que agrupa e categoriza as 
espécies. A formação das principais linhagens dentro desta Ordem 
ocorreu durante a expansão do Período Eoceno, sendo dividida em duas 
subordens: Strepsirrhini representado por Lorisiformes, 
Chiromyiformes e Lemuriformes e, Haplorrhini, representado por 
Tarsiiformes e Anthropoidea. Na infraordem Anthropoidea estão as 
parvordens Catarrhini, conhecidos como primatas do Velho Mundo e 
seu clado irmão Platyrrhini, conhecido como primatas do Novo Mundo. 
Os platirrinos se diversificaram consideravelmente e possuem uma 
importante variedade de tamanhos corporais, dieta e organização social. 
estão classificados em três famílias: Atelidae, Cebidae e Pitheciidae. 
Embora estejam entre os animais mais conhecidos da sociedade não 
acadêmica, ainda existem muitas dúvidas e questionamentos sobre os 
primatas. Diversos problemas de classificação taxonômica ainda 
persistem e nenhuma classificação é unanimemente aceita entre 
pesquisadores. A genômica comparativa de primatas busca 
essencialmente relacionar a observação e interpretação das variações 
genéticas que surgiram nestes grupos desde sua separação, tais 
diferenças vêm sendo relacionadas a mudanças fenotípicas morfológicas 
ou rearranjos genômicos em larga escala. Os genes do sistema de 
histocompatibilidade estão presentes em todas as espécies de mamíferos 
e apresentam alto grau de homologia entre espécies relacionadas, atua 
na atividade das células que participam da resposta imunológica. As 
diferenças e semelhanças entre os genomas são utilizadas como modelo 
para investigação dos genes. Consequentemente, os estudos 
comparativos de genes e seus homólogos em linhagens de espécies 
próximas, trouxeram avanços nos estudos evolutivos moleculares, 
complementando os estudos evolutivos existentes e possibilitando novas 
interpretações. Os genes do MHC apresentam características que 
chamam a atenção para estudos de adaptação e seleção em espécies, 
permitindo assim, fazer análises comparativas em indivíduos diferentes 
de uma mesma espécie e/ou em grupos diferentes. Deste modo, o 
objetivo deste trabalho visa investigar através de análises moleculares 
desenvolvidas para primatas humanos a presença de regiões de 
similaridade do gene MHC-G – Classe Ib em primatas neotropicais 
visando aperfeiçoar técnicas de PCR e viabilizar a utilização de primers 
desenhados para humanos em primatas neotropicais. 
  
Palavras-chave: MHC; Platyrrhini; Filogenia; Evolução.  
 
ABSTRACT 
 
Humans like apes, belong to the Order Primates, according to the 
taxonomic classification that englobes and ranks the group. The origin 
of the main lineages within this Order dates from the Eocene period, 
when two suborders split apart: Strepsirrhini, englobing Lorisiformes, 
Chiromyiformes and Lemuriformes in one side and Haplorrhini, 
englobing Tarsiiformes and Anthropoidea. The old world monkeys, 
parvorder Catarrhini and the new world monkeys, parvorder Platyrrhini 
are grouped together in the infraorder Antropoidea.   Platyrrhini is a 
much more diverse parvorder, and include species with a broader 
diversification in body size, diet and social organization. The parvorder 
includes three families: Atelidae, Cebidae and Pitheciidae. Although 
they are very well known animals by the general public, the academia 
still has many questions on Primates taxonomy, ecology and diversity. 
Still there is not a consensual classification for the group. The Primates 
comparative genomics seeks to correlates and interpreter the genetic 
variation accumulated from the splitting of the two groups. These 
differences have been reported as related to phenotypic morphological 
diversification or to large-scale genomic rearrangements.  The 
histocompatibility system genes are present in all mammal species and 
show high degree of homology among studied species. They act in the 
cell immunological response. The differences and similarities between 
genomes are used as a model to gene investigation.  Therefore, 
comparative studies of genes and their homologous in close related 
lineages brought advances in evolutive molecular studies, allowing new 
insights on their evolution. The MHC genes have characteristics that 
bring attention to adaptation and selection studies on several species, 
allowing comparative analysis in different individual from a single 
species and/or in separated groups. In this work, we propose to 
investigate through molecular analysis developed to human primates 
studies the similarities in MHC-G gene Class Ib in neotropical primates 
aiming to develop PCR technics and to allow the utilization of primers 
designed for humans in neotropical primates. 
 
Keywords: MHC-G; Platyrhini; Phylogeny; Evolution 
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1 INTRODUÇÃO 
Quando o bispo Samuel Willbeforce provocou Thomas Huxley 
com a pergunta “o senhor descende do macaco por parte de mãe ou de 
pai?” durante uma palestra proferida por este na Universidade de 
Oxford, em 1860, a sociedade atravessava uma amarga experiência de 
ter sido relegada pela primeira vez à categoria de um animal qualquer e 
não mais um ser especial. Esta associação incorreta (de descender do 
macaco) foi uma das estratégias utilizadas por quem não concordava 
com a Teoria da Evolução apresentada por Charles Darwin, em 1859.
1
 
Humanos, assim como macacos, pertencem à Ordem Primates, de 
acordo com a classificação taxonômica que agrupa e categoriza as 
espécies de acordo com características morfológicas compartilhadas. 
São caracterizados por possuir polegares opositores aos demais dedos, 
garras modificadas em unhas, cérebro relativamente grande, somente 
duas glândulas mamárias e redução do aparato olfatório (Hickman et al., 
2008). 
Primatas se distanciaram de outros mamíferos placentários no 
limite do Cretáceo/ Terciário (85 Ma) em momentos de divergência 
contínuos e não como evento único podendo essas especiações chegar 
até o Cenozóico. A formação das principais linhagens dentro da Ordem 
Primates ocorreu durante a expansão do Período Eoceno (Perelman et 
al., 2011; Kowalewski et al., 2016). Para melhor compreensão da 
datação, ver coluna cronoestratigráfica no Anexo 1. 
De acordo com Fleagle (2013) a Ordem Primates é dividida em 
duas subordens: Strepsirrhini representado por Lorisiformes, 
Chiromyiformes e Lemuriformes e, Haplorrhini, representado por 
Tarsiiformes e Anthropoidea (Figura 1). Na infraordem Anthropoidea 
estão os as parvordens Catarrhini e seu clado irmão Platyrrhini 
(Perelman et al., 2011).  
 
Figura 1. Estimativas de divergência de tempo de separação entre a subordem 
Strepsirrhini e infraordens Tarsiidae e Anthropoidea (representada pelas 
parvordens Catarrhini e Platyrrhini).  
                                                             
1
 A resposta de Huxley foi imediata: “preferia ser descendente de um macaco do que de um 
homem educado que usa sua cultura e eloquência a serviço do preconceito e da mentira”  
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Fonte: Steiper e Young, 2009. 
 
1.1 SURGIMENTO DOS PRIMATAS  
As hipóteses de origem dos primatas são diversas pois estão 
essencialmente envolvidas com a diversificação de angiospermas, 
fazendo com que ambos eventos tenham uma relação estreita. Os 
primatas primitivos competiram com numerosos grupos de mamíferos 
existentes em grande diversidade durante o Mesozoico e isso pode ter 
causado competição por recursos, fato que poderia ser positivamente 
influenciado pela citada diversificação de angiospermas (Fleagle, 2013). 
Horvath et al. (2008) sugerem com base em dados nucleares e 
mitocondriais que lêmures e lorisídeos (que compõem a infraordem 
Strepsirrhini) divergiram há 75 milhões de anos e confirmaram a 
hipótese de monofilia dos lêmures malgaches, evidenciada em uma 
árvore filogenética das famílias. 
Madagascar separou-se da África há cerca de 160 milhões de 
anos e da Índia há 90 ma, o que implica que um grupo fundador de 
lêmures teria chegado a Madagascar, proveniente da África, por 
dispersão oceânica, entre 50-80 milhões de anos.  
Considerando a subordem Haplorrhini, os Tarsiformes 
representam a divisão mais basal (58 ma) enquanto os Anthropoidea 
surgiram há 40 ma. 
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Como mencionado anteriormente, a subordem Anthropoidea se 
subdivide em duas parvordens: Catarrhini e Platyrrhini, popularmente 
conhecidas como “Primatas do Velho Mundo” e “Primatas do Novo 
Mundo” respectivamente, o que causa uma grande confusão em relação 
ao processo evolutivo, pois esta denominação está relacionada ao 
povoamento dos continentes pelo Homem por meio de navegações 
recentes e não à irradiação natural das espécies (TEJEDOR, 2016). 
Estudos moleculares mostram uma enorme variação nas datações 
de divergência dos lêmures com Catarrhini (entre 33 a 70 ma). Os 
Catarrhini se dispersaram da África até a Europa e Ásia no começo do 
Mioceno e foram seguidos por lóris e tarsos. 
Os Platyrrhini constituem um grupo diverso com distribuição 
geográfica atual na região neotropical e habitam desde o sul do México 
até o nordeste da Argentina. Esta parvordem tem um registro fóssil 
diverso procedente de regiões tão distantes quanto da Patagônia ao 
Caribe, embora os registros mais tardios estejam na Amazônia peruana 
(26 ma) (TEJEDOR, 2016) 
Catarrhini e Platyrrhini são grupos irmãos e estão 
geograficamente separados pelo oceano Atlântico, provavelmente 
devido à sucessão de eventos de quebra de Gondwana que separou a 
América do Sul da África durante o Cretáceo (Figura 2). 
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Figura 2. Distribuição atual de primatas pelos continentes, enfatizando a 
presença exclusiva de lêmures em Madagascar, Catarrhini na África e Ásia e 
Platyrrhini na América do Sul. 
Fonte: Fleagle (2013). 
 
1.2 DISPERSÃO DOS PRIMATAS NAS AMERICAS 
Os primeiros fósseis identificados de primatas americanos 
pertencem ao Oligoceno. O modelo vicariante de dispersão 
transatlântica apresenta-se como um dos mais bem embasados para 
explicar a colonização dos primatas das Américas (KOWALEWSKI et 
al., 2016).  
A hipótese mais aceita da dispersão que originou os primatas do 
Novo Mundo para as Américas provenientes da África é de que teria 
ocorrido no fim do Eoceno, após cruzarem o Atlântico através de ilhas 
flutuantes que existiam entre os dois continentes (HOULE, 1999). As 
provas paleontológicas, segundo Chiarelli (1973), mostram uma 
significativa irradiação evolutiva com um grupo de primatas confinados 
às Américas do Sul e Central a partir do Eoceno. Além disso, Hickman 
et al. (2008) sugerem que a presença de três pré-molares de cada lado da 
mandíbula dos Platyrrhini e somente dois pré-molares nos Catarrhini 
aponta que os Platyrrhini são evolutivamente mais basais que os 
Catarrhini. 
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As outras duas hipóteses apresentadas são 1) dispersão da 
América do Norte para a América do Sul, sugerindo um enorme 
intercâmbio faunístico entre os dois “continentes” como teria acontecido 
para diversas outras espécies de mamíferos, mas implica na entrada de 
primatas pela Ásia (Simpson, 1945) e 2) dispersão da Antártica para a 
América do Sul: este cenário depende de dispersões dentro da África| da 
África via Ásia e Austrália|ou Ásia via Austrália e Antártica até a 
América do Sul, sendo uma hipótese muito complicada de sustentar 
devido à ausência de registro fóssil e a presença de barreiras marinhas 
como o Canal de Drake que já existia no Oligoceno e o fato de que a 
Antártica não possui nenhuma conexão continental com África e Índia 
desde o Cretáceo (BRIGGS, 2003).  
A dispersão pelas grandes regiões boreais (América do Norte, 
Europa e Ásia) foi facilitada por um fenômeno paleoclimático 
conhecido como Máximo Térmico do Paleoceno-Eoceno, no qual a 
temperatura média mundial esteve mais elevada devido à diversidade da 
paleloflora, que favoreceu os primatas a partir no Eoceno (quando 
aconteceu a onda mais antiga de radiação). Ainda não estão bem 
explicados quais foram os possíveis ancestrais, mas alguns gêneros 
primitivos são reconhecidos como representantes (KOWALEWSKI et 
al., 2016). 
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1.3 CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DOS PRIMATAS 
A taxonomia de primatas neotropicais (Figura 3) estima 152 
espécies distribuídas em até 16 ou 20 gêneros (PERELMAN et al., 2011 
ou RYLANDS e ANZENBERGER, 2012).  
 
Figura 3. Classificação taxonômica de primatas modernos. A ordem hierárquica 
é decrescente da direita para a esquerda. 
 
Fonte: adaptado de Perelman (2011). 
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a. Subordem Strepsirrhni: compreende lêmures, lóris e gálagos, 
sendo todos caracterizados por três adaptações exclusivas: 1) 
presença de pente dental formado por incisivos e caninos inferiores 
com a finalidade de facilitar o asseio do próprio corpo; 2) faceta 
fibular expandida no osso do pé; e 3) presença de garra no segundo 
dígito do pé. Os mais populares são os lêmures magalches (figura 
4B) e suas peculiaridades como no aye-aye, são facilmente 
relacionadas a eventos evolutivos de divergência e radiação dado o 
isolamento de Madagascar em relação à África (FEAGLE, 2013). 
Os lóris e gálagos (figura 4A) mostram radiação evolutiva em 
zonas continentais e distribuição geográfica mais heterogênea. 
Ambos possuem hábitos noturnos sendo que os lóris são lentos 
trepadores e os gálagos hábeis saltadores (KOWALEWSKI et al., 
2016). 
b. Subordem: Haplorhini: duas infraordens estão incluídas sendo 
Tarsiiforme, que inclui os tarsos (figura 4A), todos do sudeste 
asiático, de pequeno tamanho corporal (pouco mais de 100 gramas) 
e enormes órbitas oculares que denotam hábitos noturnos. Seus 
dentes de relevo cortante refletem a sua alimentação baseada em 
insetos e pequenos vertebrados. A outra infraordem é 
Anthropoidea, que por sua vez inclui as parvordens Catarrhini 
(figura 4A) e Platyrrhini (figura 4C). De forma geral, possuem um 
osso frontal fusionado, tamanho de cérebro definitivamente maior, 
cavidade orbitária completamente fechada, dentição com 
diferenciação entre caninos/ incisivos e muitas vezes características 
dismórficas entre machos e fêmeas. A alimentação é de espectro 
amplo incluindo predadores, herbívoros, frugívoros ou omnívoros 
(FLEAGLE, 2013) 
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Figura 4. Aspectos fenotípicos gerais de primatas. 
 
Fonte: Adaptado de Feagle (2013). 
Novo Mundo 
saltadores quadrúpedes braquiadores 
A 
 
B 
C 
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1.4 PRIMATAS NEOTROPICAIS (PLATYRRHINI) 
Conhecidos popularmente como “Macacos do Novo Mundo” 
estes primatas estão distribuídos exclusivamente na América, 
especificamente América do Sul e parte da América Central. Ao 
contrário dos Catarrhini que apresentam as narinas voltadas para frente e 
para baixo, os platirrinos têm narinas distantes e voltadas para os lados. 
Outra diferença importante entre estas parvordens é que os platirrinos 
apresentam 3 pré-molares de cada lado da mandíbula (um par a mais que 
os catarrinos). Em geral estão restritos a áreas tropicais e subtropicais, 
mas ocupam ambientes diversos com preferência para florestas úmidas, 
decíduas ou ambientes mais secos, embora fósseis revelem uma 
distribuição geográfica muito mais austral, alcançando a Patagônia 
argentina e chilena (KOWALEWSKI et al., 2016).  
Os platirrinos se diversificaram consideravelmente e possuem 
uma importante variedade de tamanhos corporais, dieta e organização 
social. Quase todas as espécies são diurnas e a maioria é de hábito 
predominantemente quadrúpede com bipedia opcional (FEAGLE, 
2013).  Estão classificados em três famílias: Atelidae (cuja principal 
característica é a cauda preênsil), Cebidae (unhas em forma de garras 
nos dedos, exceto polegar) e Pitheciidae (especializações dentárias para 
processar frutas e sementes). 
 
Família Atelidae: este grupo é o de maior distribuição na América, 
sendo encontrado desde México até Argentina e a principal 
característica é a utilização da cauda preênsil como modo de locomoção 
arbórea especializada. Embora outros primatas (como lêmures ou 
cercopitecídeos) também tenham cauda, apenas os atelídeos conseguem 
utilizá-la para ficar suspensos ou se deslocar (REIS et al., 2008).  
A filogenia proposta por Perelman et al. (2011), mostra que a 
família Atelidae é composta por vinte e três espécies distribuídas em 
quatro gêneros: Lagothrix (macaco barrigudo), Brachyteles (muriqui), 
Ateles (macaco aranha) e Allouatta (bugio) (Figura 5). Segundo o IUCN 
podem ser encontradas no Brasil dezesseis espécies nativas, sendo 
Alouatta o gênero mais abundante e Brachyteles o menos representado. 
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Figura 5. Relação filogenética das espécies e seus respectivos gêneros da 
Família Atelidae. 
 
Fonte: Adaptado de Perelman et al., 2011. 
 
Família Cebidae: de acordo com a filogenia proposta por Perelman et 
al. (2011) Cebidae possui o maior número de espécies entre os macacos 
do Novo Mundo, com sessenta e quatro espécies descritas distribuídas 
em nove gêneros Mico (mico ou sagui), Cebuella (sagui-leãozinho), 
Callithrix (sagui de tufos), Callimico (mico de goeldi), Leontopithecus 
(mico leão dourado), Saguinus (sauim de coleira/ sagui imperador), 
Aotus (macaco da noite), Saimiri (macaco de cheiro) e Sapajus (macaco 
prego)(Figura 6). 
Segundo o IUCN podem ser encontradas no Brasil setenta e três 
espécies desta família, das quais cinquenta e sete são espécies nativas 
brasileiras. Mico é o gênero mais abundante e Callimico, o menos 
abundante. 
Uma vez que a nomenclatura biológica visa possibilitar a 
indexação das informações sobre organismos, importantes revisões são 
periodicamente realizadas também nos gêneros/ famílias de primatas. 
Uma das mais recentes mudou o gênero de uma espécie bastante 
conhecida – o macaco prego – de Cebus para Sapajus. 
O grupo dos Cebideos tem registros em diferentes Biomas 
Brasileiros (América Central, Amazônia, Cerrado, Caatinga e em toda a 
Mata Atlântica); existindo evidências do grupo até a Argentina. São 
bastante singulares, variando em forma, tamanho, cor, comportamento e 
até preferências alimentares. Possuem um sistema social com alta 
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complexidade e são capazes de usar ferramentas simples, algo bastante 
incomum entre os primatas (GUIMARÃES, 2012). 
Mesmo com essas grandes variações entre espécies, os macaco-
prego e caiararas eram classificados no mesmo gênero, Cebus, sendo a 
maioria dos registros científicos com o nome Cebus apella 
(GUIMARÃES, 2012). Considerando que a taxonomia desses primatas 
seguia o trabalho de naturalistas e com base das novas tecnologias 
moleculares, sugeriu-se uma nova classificação, com intuito de 
reorganização do grupo em questão (ALFARO et al., 2012). 
Com essa reorganização foram propostos dois grupos, a partir 
do gênero: Cebus, um mantendo a mesma nomenclatura para os 
caiararas, primata mais esguia e com ampla distribuição na Amazônia 
para o sentido norte, e sugerindo um novo grupo (Sapajus) para os 
macacos-prego, que são mais robustos e muitas vezes caracterizados por 
apresentarem um topete na cabeça, presentes na Amazônia para o sul 
(GUIMARÃES, 2012). 
Por meio de análises genéticas, essa divisão ampliou-se, 
mostrando que Cebus e Sapajus apresentam diferenças a ponto de serem 
considerados gêneros distintos mesmo possuindo características visuais 
parecidas (GUIMARÃES, 2012). Estudos mostram que as duas 
linhagens dividem-se filogeneticamente há cerca de 6 milhões de anos 
(mesmo tempo do surgimento de chimpanzés e humanos por um 
ancestral comum) (ALFARO et al., 2012). 
A formação do rio Amazonas pode ser responsável pela 
separação norte-sul que criou uma divergência nos primatas que ali 
viviam, ramificando o grupo que deu origem a Cebus e a Sapajus. A 
cerca de 2 milhões de anos atrás os macacos que faziam parte do grupo 
mais robusto dessa ramificação (Sapajus) espalhou-se pela mata 
atlântica sem deixar vestígios ancestrais. A ocupação da costa brasileira 
foi rápida; há cerca de 700 mil anos essa expansão alcançava uma 
pequena parte da região norte do Brasil (no cerrado) e toda região sul, 
chegando até a Argentina. Há cerca de 400 mil anos o grupo dos 
Sapajus voltou para Amazônia, onde tiveram seu primeiro contato com 
o grupo dos Cebus, mais frequentes pela região norte, em torno dos 
Andes, e chegado à América Central (GUIMARÃES, 2012). 
O gênero Sapajus está distribuído por quase toda a região 
neotropical. Espécies deste gênero utilizam todos os estratos arbóreos, 
desde florestas inundáveis, florestas primárias, secundárias, caatinga, 
campos à mangues. São predadores de pequenos vertebrados e  
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invertebrados, alimentando-se também de frutos, folhas, flores, 
sementes, néctar, brotos, podendo ser importantes dispersores de 
sementes e polinizadores (RESENDE et al., 2003; VISALBERGHI, 
1990; SILVEIRA et al., 2005).  
O gênero Saimiri, descrito por Voigt em 1831, popularmente 
conhecidos como “macacos de cheiro”, está distribuído amplamente 
pela bacia amazônica e platô das Guianas na América do Sul, com 
populações na América Central (BOINKI, 1999). Na filogenia proposta 
por Perelman em 2011, o gênero é constituído por cinco espécies e, de 
acordo com o IUCN, quatro espécies são nativas do território brasileiro. 
São primatas de pequeno porte, possuem em média 300 mm de 
comprimento da cabeça ao corpo e 400 mm de cauda e podem pesar de 
0,7 a 1,0 Kg. Sua dieta, que pode variar sazonalmente, de frutívora-
insetívora ao consumo em menor quantidade pequenos vertebrados, 
néctar e ovos de pássaros (LIMA e FERRARI, 2003; STONE, 2007) 
O gênero Callithrix, descrito por Erxleben em 1777, possui uma 
distribuição ampla, ocorrendo no nordeste e leste do Brasil, desde o MA 
até o estado de SP (HERSHKOVITZ, 1977). Estudos de Alonso et al. 
(1987), Mendes (1997) e Melo (1999) indicam que as espécies desse 
gênero são alopátricas, ou seja, quando o processo de formação de 
espécies se dá a partir de um isolamento geográfico, para o qual Salo et 
al (1986) e Rylands (1996) sugerem que a dinâmica dos rios foi 
parcialmente responsável pela diversidade biológica, principalmente no 
alto do Amazonas. Dados obtidos por Leutenegger (1980) e Martin 
(1992) mostram que as espécies deste gênero podem pesar entre 300 a 
450g, possuindo um tamanho corporal reduzido. Estudos ecológicos de 
Sussman e Kinzey (1984) e Hershkovitz (1977) mostram que a dieta 
desse gênero é composta por invertebrados, pequenos vertebrados, 
vegetais variados e exsudatos de algumas espécies de árvores. 
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Figura 6. Relação filogenética das espécies e seus respectivos gêneros da 
Família Cebidae. 
 
Fonte: Adaptado de Perelman et al., 2011. 
 
Família Pitheciidae: composta por quatro gêneros que possuem 
aproximadamente 40 espécies em sua maioria distribuídas pela 
Amazônia neotropical Cacajao, Chiropotes, Pithecia e Callicebus são 
popularmente conhecidos como uacari, cuxiú, parauacu e zogue-zogue, 
respectivamente  (Figura 7). 
Em 1996, Schneider e Rodenberger concluíram, com análises 
de DNA, que os gêneros Cacajao e Chiropotes são os mais próximos 
entre si. Pithecia se separou anteriormente, compartilhando 
sinapomorfias com o grupo irmão, Callicebus. A descrição feita por 
Barnett (2005) das espécies de Cacajao mostra que estão entre as mais 
chamativas, como por exemplo o Cacajao calvus (“uacari branco”), que 
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possui a cabeça pelada, o rosto vermelho e cauda curta, diferindo de 
todos os outros primatas. O hábito é arborícola e convivem em grandes 
grupos, podendo viver até 20 anos em cativeiro.  
 
Figura 7. Relação filogenética das espécies e seus respectivos gêneros da 
Família Pitheciidae 
 
Fonte: Adaptado de Perelman et al., 2011. 
 
Segundo o IUCN podem ser encontradas no Brasil 
aproximadamente quarenta espécies dessa família, vinte e nove são  
nativas brasileiras, sendo Callicebus o mais abundante e Pithecia sendo 
o menos abundante. 
O gênero Pithecia, descrito por Desmarest em 1804, é 
composto por cinco espécies, de acordo com estudos filogenéticos 
moleculares de Perelman (2011). A espécie Pithecia irrorata, por 
exemplo, possui sua distribuição geográfica na Guiana Francesa, 
Guiana, Suriname, Brasil, Equador, Colômbia e Peru (HILL, 1960; 
HERSKOVITZ, 1997; GROVES, 2001). Seu tamanho corpóreo pode 
variar, mas são considerados os menores representantes da família, 
podendo chegar à 600 mm de comprimento total da cabeça e corpo, 540 
mm de comprimento de cauda e pesar entre 700g e 2,5kg. Machos 
podem ser relativamente maiores que as fêmeas (ROSENBERGER et al. 
,1996). Possuem um pelo grosso e longo de coloração escura, algumas 
espécies apresentam dicromatismo sexual, ou seja, quando fêmea e 
macho apresentam padrões de coloração de pelagem distintos, como em 
P. pithecia. Alguns estudos sugerem que sejam monogâmicos, pois se 
organizam em pequenos grupos sociais, além de apresentarem 
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características comportamentais que corroboram este tipo de sistema 
social. Norconk, em 1996, observou que vários machos adultos de um 
mesmo grupo atuam dentro de um complexo sistema social envolvendo 
cooperação e competição entre as fêmeas e machos adultos. Com 
relação à alimentação desse gênero, ocupam um nicho cuja dieta é 
predominantemente constituída por sementes, possuindo caninos 
robustos e oblíquos com forte musculatura mandibular (HILL, 1960; 
KINZEY, 1997; FLEAGLE, 2013). 
O gênero Chiropotes, descrito por Lesson em 1840, é composto 
por cinco espécies (PERELMAN et al., 2011) com ocorrência no Brasil. 
Esse gênero é endêmico das bacias Amazônica e do Orinoco, 
distribuindo-se na região situada a leste dos rios Madeira e Negro. São 
primatas quadrúpedes, arborícolas, de porte médio, pesando entre 2 e 4 
Kg (HERSHKOVITZ, 1985; FORD e DAVIS, 1992). Apresentam barba 
comprida e tufos coronais esféricos, mais desenvolvidos nos machos 
adultos. O nariz é acentuadamente platirrino, chato com uma larga 
metade inferior e com narinas amplamente separadas. A principal 
diferença visível entre as espécies deste gênero é a coloração da 
pelagem (HERSHKOVITZ, 1985). O hábito alimentar é basicamente de 
sementes, possuindo adaptações morfológicas com caninos largos e 
robustos e incisivos projetados para frente, permitindo o acesso às 
sementes de frutos imaturos (KINZEY, 1992). 
O gênero Cacajao, descrito por Lesson em 1840, apresenta 
duas espécies (PERELMAN et al., 2011): Cajajao melanocephalus e 
Cajajao calvus. Possui distribuição restrita à região Amazônica, 
ocupando o noroeste do Brasil, na divisa com a Venezuela, Colômbia e 
Peru (BOUBLI, 1997; AURICCHIO, 1995; EISENBERG e REDFORD, 
1999; NOWAK, 1999; IBAMA, 2007). Seu tamanho corporal é de 
pequeno porte, pesando entre 2,5 a 5 Kg, a fêmea é ligeiramente menor 
que o macho. Apresentam diversos padrões de coloração entre as 
espécies. Seu crânio, musculatura e dentição são especializados para 
uma alimentação de frutos com texturas rígidas e sementes imaturas, 
mas também alimenta-se de folhas, flores, néctar e alguns invertebrados. 
Estudos em cativeiro mostram uma maturação sexual das fêmeas aos 3 
anos de idade e dos machos aos 6 meses. A fêmea gera um filhote por 
gestação com um intervalo de aproximadamente 2 anos. 
O gênero Callicebus, descrito por Thomas em 1903, apresenta 
vinte e oito espécies (PERELMAN et al., 2011) como, como exemplo 
Callicebus brunneus. Sua distribuição abrange a bacia dos rios Orinoco 
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e Amazonas, ocorrendo também nas áreas de Mata Atlântica do Leste do 
Brasil, na Caatinga nordestina (Bahia e Pernambuco), Cerrado (São 
Paulo e Minas Gerais) e em sua distribuição mais ao sul, nas regiões do 
Chaco e Pantanal, no Brasil, Paraguai e Bolívia (VAN ROOSMALEN et 
al., 2002). São primatas de pequeno a médio porte, pesando entre 1 a 2 
Kg, com comprimento total variando entre 56 a 100 cm. De modo geral, 
não apresentam dimorfismo sexual. A coloração não apresenta um 
padrão, podendo ser homogênea em algumas espécies e em outras com 
coloração contrastante. Sua alimentação baseia-se em frutos, incluindo 
também folhas tenras, sementes e insetos (KINZEY e BECKER, 1983; 
MÜLLER, 1995; HEIDUCK, 1997). São monogâmicos, vivem em 
grupos de dois a sete indivíduos, geralmente um casal e seus filhotes. O 
macho participa ativamente no cuidado dos filhotes. A maturação sexual 
é entre 30 a 36 meses de idade, em geral a fêmea gera um filhote por 
ano em uma gestação de 5 a 6 meses. 
1.5 SOMOS TODOS PRIMATAS... 
Embora estejam entre os animais mais conhecidos da sociedade 
não acadêmica, ainda existem muitas dúvidas e questionamentos sobre 
os primatas.  
Além de relegar humanos à categoria de animais em “A Origem 
das espécies” de Charles Darwin publicado em 1859, logo depois 
Thomas Henry Huxley (conhecido como o “Bulldogue de Darwin”) 
publicou em 1863 o livro Evidence as to Man’s place in Nature, que 
trazia na contra capa uma figura representando linearidade entre 
diferentes espécies de primatas (Figura 8) e o que era para ser uma 
forma de chamar a atenção para vender o livro foi descrito no mais 
importante jornal de Londres como “um homem esqueletizado, 
tropeçando à frente de seus parentes sombrios, formando um trenzinho 
de macacos se equilibrando no ar para não rastejar, como se estivessem 
em uma macabra procissão para o palácio” o que certamente não 
contribuiu positivamente para a noção de uma descendência comum e 
reforçou a errada ideia de parentesco direto com outros primatas atuais. 
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Figura 8. Contracapa do livro “Evidence as to Man’s place in Nature” de 
Thomas Huxley , publicado em 1863. 
Fonte: http://gutenberg.polytechnic.edu.na 
Diversos problemas de classificação taxonômica ainda 
persistem e nenhuma classificação é unanimemente aceita entre 
pesquisadores. Antropólogos, arqueólogos, zoólogos ou geneticistas 
ainda não encontraram todas as respostas. Schneider e Sampaio (2015) 
exaltam que estudos como Wildman et al., (2009) A fully resolved genus 
levell phylogeny of Neotropical primates (Platyrrhini) ou Perelman et 
al., (2011) A molecular phylogeny of living primates, representam o 
começo de novas fases na filogenia de primatas, que os autores 
classificam como “abordagem filogenômica” (phylogenomic approach) 
pelo uso de grandes quantidades de marcadores genéticos e robustas 
ferramentas de análises de bioinformática considerando aspectos 
morfológicos além dos resultados genéticos.  
A genômica comparativa de primatas busca essencialmente 
relacionar a observação e interpretação das variações genéticas que 
surgiram nestes grupos desde sua separação. Tais diferenças vêm sendo 
relacionadas a mudanças morfológicas fenotípicas ou rearranjos 
genômicos em larga escala (Rogers e Gibbs, 2014).  
Por outro lado, a percepção da conservação de regiões inter e 
extra gênicas relacionam conclusões de pressão seletiva sobre o genoma 
e podem elucidar questionamentos sobre o delineamento de genes ao 
longo da evolução das espécies.  
A escolha das espécies a serem sequenciadas seguiu três 
critérios importantes: a posição filogenética com relação a humanos, a 
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utilidade de identificação de elementos regulatórios e a relevância 
biomédica (Rogers e Gibbs, 2014). 
Conjuntos genômicos de grandes primatas fornecem notáveis 
informações sobre origens evolutivas destas espécies e também dos 
processos envolvidos na formação do genoma humano, considerando 
diferença e semelhanças que são utilizadas como modelo para 
investigação relacionada a genes. (Enard et al., 2010). 
Dos 624 taxa de primatas existentes no mundo, 133 espécies 
vivem em território brasileiro, representando 21% de todos os que 
ocorrem no planeta. Destas 133 espécies, 26 estão nacionalmente 
ameaçadas, de acordo com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira 
Ameaçada de Extinção. Iniciativas como a criação de novas Unidades 
de Conservação (UC’s) tentam mudar positivamente estes valores. 
Trabalhos constantes de educação ambiental nas regiões de 
ocorrência dos primatas e projetos de geração de renda para as 
populações carentes visam minimizar os impactos à fauna e flora local, 
na tentativa de estender a permanência e variabilidade genética dessas 
populações e espécies a longo prazo (MACHADO et al., 2008). 
1.6 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE 
Há uma variedade imensa de organismos infecciosos 
encontrados no ambiente, entre eles, bactérias, vírus, fungos, 
protozoários e helmintos. A falta de controle sobre a ação e 
multiplicação desses organismos infecciosos implica a produção em 
vários sintomas clínicos, podendo levar até mesmo a morte do indivíduo 
infectado. Apresentar os antígenos para o reconhecimento pelas células 
T é uma tarefa realizada pelas proteínas especializadas do sistema MHC, 
cujo qual é um sistema altamente poligênico e polimórfico com função 
importante na resposta imunológica (SCROFERNEKER, 1996; 
ROBINSON et al., 2001; ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003). 
Os genes do sistema de histocompatibilidade estão presentes em 
todas as espécies de mamíferos e apresentam alto grau de homologia 
entre espécies relacionadas (HORTON et al., 2004). Foram identificados 
na década de 40, por George Snell e colaboradores, durante ensaios com 
transplante de tecido alogênico de camundongos (ABBAS et al., 
2004).O HLA atua na atividade das células que participam da resposta 
imunológica, característica que torna esta molécula alvo de estudos que 
buscam compreender os mecanismos de situações clínicas, como por 
exemplo as complicações relacionadas a gravidez, transplantes, 
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infecções virais e doenças inflamatórias e autoimunes (CAROSELLA et 
al., 2008; CAROSELLA et al., 2011; DONADI et al., 2011).  
Dentre os vários papeis biológicos que o HLA-G possui, alguns 
estudos, como o de Jurisicova et al (1996) e Hviid (2006), detectaram a 
expressão de HLA-G em blastocistos, mesmo antes da implantação, 
sendo essa expressão associada com o aumento na taxa de divisão 
celular durante a clivagem. Além disso, durante a gravidez se destaca na 
indução ou manutenção da tolerância, tanto localmente no útero 
materno, como em regiões periféricas. 
Em 1999 foram publicadas por um consórcio a primeira 
sequência completa do MHC em humanos, considerada então a região 
mais polimórfica do genoma, além de ter um número de genes muito 
elevado, alguns possuem muitas variantes (alelos) (APPS et al., 2008; 
THE MHC SEQUENCING CONSORTIUM, 1999). 
Em humanos, o MHC está localizado no cromossomo 6 (Figura 
9) e é dividido em três classes; classe I, constituída por pseudogenes 
(HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L) e genes codificadores para 
moléculas Ia (HLA-A, HLA-B e HLA-C), clássicas e altamente 
polimórficas e genes codificadores para Ib (HLA-E, HLA-F e HLA-G), 
não-clássicas, mais conservadas, com baixo polimorfismo comparada as 
clássicas; classe II, constituído por genes codificadores de moléculas 
que são expressas na superfície de células apresentadoras de antígenos; 
classe III, formada por genes codificadores de funções variadas, como 
por exemplo, os componentes do complemento e citocinas  
(CAROSELLA, E.; FAVIER; et al., 2008; CASTELLI et al., 2009; 
PARHAM et al., 2012; UJVARI; BELOV, 2011). 
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Figura 9. Representação da localização do HLA com suas respectivas regiões. 
A: localização do HLA no cromossomo 6. B: Locolização do HLA-G e suas 
respectivas regiões. 
Fonte: Modificado de Shang-Mian Yie, 2010. 
As variações nos sítios de ligação de peptídeos têm sido 
consideradas as principais responsáveis pela habilidade dos genes de 
classe I e II em apresentarem antígenos de diversos patógenos para as 
células de defesa (APANIUS et al., 1997; HUGHES e YEAGER, 1998; 
MEYER e THOMSON, 2001; PENN; DAMJANOVICH e POTTS, 
2002; BERNATCHEZ e LANDRY, 2003).  
Os primatas não-humanos apresentam genes de classe Ia 
(MHC-A, MHC-B e MHC-C) e Ib (MHC-E, MHC-F e MHC-G) 
homólogos aos de humanos (ADAMS; COOPER e PARHAM, 2001). 
Dentre os loci Ib, o gene mais conhecido é o MHC-G. Há evidências de 
que as funções específicas de MHC-G estão sob uma força de seleção 
diferente da exercida nos loci Ia (MEYER e THOMSON, 2001). 
Inclusive, análises de polimorfismos do MHC-G em primatas sugerem 
uma forte pressão seletiva contra a variabilidade genética na região 
codificadora do gene (MORALES et al., 2000; LE BOUTEILLER e 
SOLIER, 2001). 
O gene HLA-G é dividido em sete introns e oito exons. O exon 
1 codifica o peptídeo sinal, os exons 2, 3 e 4 são responsáveis por 
47 
 
codificar respectivamente os domínios extracelulares α1, α2, α3 e o exon 
5 para o domínio transmenbranar. O exon 6 codifica a cauda 
citoplasmática da molécula, já o exon 7 é removido durante o 
mecanismo de splicing, portanto é ausente no RNA mensageiro maduro 
(mRNA). O códon de parada no exon 6, faz com que o exon 8 não seja 
traduzido, sendo este considerado a região 3’ não traduzida (3’UTR) do 
mRNA (CASTELLI et al.,2011; DONADI et al., 2011; LARSEN; 
HVIID, 2009; MOREAU et al., 2009). 
Os domínios α1 e α2, transcritos dos exons 2 e 3 dos genes HLA 
classe I, são responsáveis por formar a região de ligação com o peptídeo 
antigênico, ou seja, o local onde os antígenos se ligam e são 
apresentados para receptores das céluas T. O HLA-G, embora muito 
parecido com o HLA-A2, diferem em 12 das 29 posições de 
aminoácidos as quais são relacionadas à ligação com o antígeno. A 
comparação entre as sequências desses aminoácidos mostram que HLA-
G e HLA-A2 exibem um alto grau de diversidade nas regiões onde o 
polimorfismo pode ser tolerado, esta diversidade está associada ao 
amplo repertório de diferentes peptídeos apresentados pelos genes em 
questão. (VAN DER VEM; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000) 
 
1.7 O GENE MHC EM PRIMATAS 
Com o sequenciamento do genoma completo de diversas 
espécies de primatas, novas análises e interpretações sobre a evolução 
do genoma humano foram possíveis, auxiliando entre outras áreas, nos 
avanços biomédicos e em novas descobertas taxonômicas (PERELMAN 
et al., 2011). Diante disso, os estudos comparativos de genes e seus 
homólogos em linhagens de espécies próximas, trouxeram avanços nos 
estudos evolutivos moleculares, complementando os estudos evolutivos 
existentes e possibilitando novas interpretações.  
Vinte e oito genomas completos de primatas estão depositados 
na base de dados do National Center for Biotechnology Information 
(Acesso em 17/11/2016 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome): Homo 
sapiens, Pan troglodytes, Cebus capucinus, Colobus angolensis, Gorilla 
gorilla, otolemur garnettii, Propithecus coquereli, Microcebus murinus, 
Nomascus leucogenys, Callithrix jacchus, Papio anubis, Pongo abelii, 
Macaca mulatta, Carlito syrichta, Eulemur flavifrons, Eulemur macaco, 
Mandrillus leucophaeus, Aotus nancymaae, Cercocebus atys, Macaca 
nemestrina, Chlorocebus sabaeus, Daubentonia madagascariensis, Pan 
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paniscus, Rhinopithecus bieti, Rhinopithecus roxellana, Nasalis 
larvatus, Saimiri boliviensis e Macaca fascicularis.    
A conservação de regiões inter e extra gênicas sugere que 
houve pressão seletiva sobre o genoma de primatas, elucidando assim 
questionamentos quanto ao delineamento de genes durante a evolução 
das espécies. Os conjuntos genômicos de grandes primatas fornecem 
informações sobre as origens evolutivas dessas espécies, incluindo 
humanos. As diferenças e semelhanças entre os genomas são utilizadas 
como modelo para investigação dos genes (ENARD et al., 2002) 
Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade 
(MHC, do inglês Major Histocompatibility Complex) apresentam 
características que chamam a atenção para estudos de adaptação e 
seleção em espécies, permitindo assim, fazer análises comparativas em 
indivíduos diferentes de uma mesma espécie e/ou em grupos diferentes 
(BERNATCHEZ e LANDRY, 2003). Alguns estudos sugerem que os 
polimorfismos da região MHC podem, por exemplo, influenciar na 
escolha do parceiro sexual na espécie humana e em outros mamíferos 
(WEDEKIND et al., 1995; JACOB et al., 2002). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Investigar através de análises moleculares desenvolvidas para 
primatas humanos a presença de regiões de similaridade do gene MHC-
G – Classe Ib em primatas neotropicais. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Padronizar a técnica de PCR para amplificação da região exon 3 do 
gene HLA-G com primer descrito para humanos em amostras de 
primatas neotropicais. 
 Padronizar a técnica de PCR para amplificação da 3’URT do gene 
HLA-G com primer descrito para humanos em amostras de 
primatas neotropicais. 
 Padronizar a técnica de PCR para amplificação da 5’URR do gene 
HLA-G com primer descrito para humanos em amostras de 
primatas neotropicais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 ASPECTOS ÉTICOS 
Este estudo faz parte de um projeto coordenado pela Drª Andrea 
Marrero, intitulado “Análises filogenéticas da Região MHC – Classe Ib 
em primatas humanos e não-humanos como ferramenta para estudos 
epidemiológicos”. O uso destas amostras está aprovado pela Comissão 
de Ética no Uso de Animais da UFSC da Universidade Federal de Santa 
Catarina (CEUA UFSC) sob o nº 7406191015.  
 
3.2 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
Foram utilizadas 28 amostras (Tabela 1) de DNA extraído de 
sangue periférico de primatas neotropicais das famílias Pitheciidae, 
Cebidae e Atelidae. As amostras foram fornecidas pelos professores Dr. 
Horácio Schneider e Drª Maria Iracilda Sampaio (Universidade Federal 
do Pará) e pelo professor Dr. Aguinaldo Luiz Simões (Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo). Todas as 
amostras foram quantificadas e diluídas para uma concentração final de 
20 ng/ μL. 
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Tabela 1. Lista das espécies de primatas neotropicais e o número de espécimes 
testados no presente estudo. 
Fonte: desenvolvido pela autora. 
 
3.3 AMPLIFICAÇÃO POR TÉCNICAS DE PCR COM PRIMERS 
USADOS EM HUMANOS EM AMOSTRAS DE PRIMATAS 
NEOTROPICAIS  
Foram testados três pares de primers previamente descritos para 
a amplificação de diferentes regiões do gene HLA-G em humanos. As 
regiões de amplificação em humanos correspondem à região 5’ 
reguladora (5’URR), região 3’ não traduzida (3’UTR) e a região 
codificadora correspondente ao exon 3 (Figura 10). Os primers foram 
diluídos para uma solução uso de 10 μM (10 μL de primer à 100 μM em 
90 μL de Água Ultrapura). 
 
Família Espécie Espécimes 
Atelidae Alouatta caraya 1 
 Alouatta belzebul 1 
Cebidae Aotus azarae 1 
 Saguinus midas 1 
 Saimiri collinsi 1 
 Sapajus apella 6 
 Leontopithecus rosalia 1 
Pitheciidae Callicebus brunneus 10 
 Callicebus geoffroyi 6 
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Figura 10. Representação do gene HLA-G e os respectivos primers utilizados 
neste estudo: 5'URR em amarelo; exon 3 em verde; 3'UTR em azul. 
Fonte: desenvolvido pela própria autora 
 
Em todas as reações foram acrescentados controles positivos, 
constituídos por amostras de DNA humano depositadas no banco de 
amostras do Laboratório de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) – 
UFSC e, para garantir que não houve contaminação com DNA exógeno 
no preparo das soluções, foi utilizado um tubo sem amostra, com água 
ultrapura substituindo o DNA.  
As amostras com as misturas de reagentes de PCR foram 
colocadas em termociclador (Mastercycler, Eppendorf® ou Veriti 96-
well ThermalCycler, AppliedBiosystems®) e submetidas ao programa 
específico para amplificação de cada região de interesse. 
 
 
3.4 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR PARA A REGIÃO EXON 3 DO GENE HLA-G EM 
PRIMATAS NÃO-HUMANOS 
 
O protocolo inicial para a amplificação e otimização da técnica de 
PCR da região exon 3 do gene HLA-G está descrito na Tabela 2. 
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Tabela 2. Protocolo inicial utilizado para amplificação da região exon 3. 
 Éxon 3 
Primer Foward 5’CACACCCTCCAGTGGATGAT3’ 
Primer Reverse 5’GGTACCCGCGGGTGCAGCA3’ 
Tamanho do amplicon em 
humanos 
276 pb 
Reagentes e soluções da PCR  dNTPs 0,4 mM de cada (100 mM, 
Invitrogen®); MgCl2 1,5 mM (50 mM, 
Invitrogen®); Tampão de PCR 1X (0,2 M 
Tris-HCl pH 8,5; 0,5 M KCl; Invitrogen®); 
Taq DNA Polimerase Platinum (1,0 U/μL; 
Invitrogen®); q.s.p Água Ultrapura. 
Volume de reagentes e 
soluções para PCR 
1,0 μL de dNTPs; 0,8 μL de MgCl2; 2,5 μL 
de Tampão de PCR; 0,5 μL de primer R; 
0,5 μL de primer F; 0,2 μL de Taq 
platinum®; 15,5 μL de Água Ultrapura; 2 
μL de DNA, totalizando um volume final 
de 25 μL 
Temperaturas dos ciclos da 
PCR 
Desnaturação inicial a 96°C por 5 minutos; 
30 ciclos de 96°C por 15 segundos; 55°C 
por 15 segundos; 72°C por 1 minuto; 
extensão final a 72°C por 4 minutos. 
Referência Modificado a partir de Catamo et al., 2015. 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 
3.5 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR PARA A 3’ UTR DO GENE HLA-G EM PRIMATAS NÃO-
HUMANOS 
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O protocolo inicial para os experimentos de amplificação e 
otimização da técnica de PCR da 3’UTR do gene HLA-G está descrito 
na Tabela 3. 
 
Tabela 3. Protocolo inicial utilizado para amplificação da região 3’UTR. 
 3’UTR 
Primer Foward 5’TGTGAAACAGCTGCCCTGT3’ 
Primer Reverse 5’ TCTTCTGATAACACAGGAACTTC’3 
Tamanho do amplicon 611pb 
Reagentes e soluções da PCR dNTPs 0,1 mM de cada (100 mM, 
Invitrogen®); MgCl2 1,4 mM (50 mM, 
Invitrogen®);  Tampão de PCR 1X (0,2 M 
Tris-HCl pH 8,5; 0,5 M KCl; 
Invitrogen®); Taq DNA Polymerase 
Platinum (0,5 U/μL; Invitrogen®); q.s.p 
Água Ultrapura. 
Volume de reagentes e 
soluções para PCR 
0,25 μL de dNTPs; 0,75 μL de MgCl2; 3,5 
μL de Tampão de PCR; 0,5 μL de primer 
R; 0,5 μL de primer F; 0,1 μL de Taq 
platinum®; 17,4 μL de Água Ultrapura; 2 
μL de DNA, totalizando um volume final 
de 25 μL  
Temperaturas dos ciclos da 
PCR 
Desnaturação inicial a 94 °C por 5 
minutos; 30 ciclos de 95°C por 45 
segundos; 56°C por 45 segundos; 72°C por 
25 segundos; extensão final a 72°C por 7 
minutos. 
Referência Modificado a partir de Castelli et al.,2014 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
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3.6 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR PARA A REGIÃO 5’ URR DO GENE HLA-G EM 
PRIMATAS NÃO-HUMANOS 
  
 O protocolo inicial para os experimentos de amplificação e 
otimização da técnica de PCR da 5’URR do gene HLA-G está descrito 
na Tabela 4. 
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Tabela 4. Protocolo inicial utilizado para amplificação da região 5’URR. 
 
 
5’URR 
Primer Foward  
5’CACGGAAACTTAGGGCTACGG3’  
 
Primer Reverse 5’GCGTCTGGGGAGAATGAGTCC3’  
Tamanho do amplicon 824pb  
Reagentes e soluções da PCR dNTPs 0,4 mM de cada (100 mM, 
Invitrogen®); MgCl2 1,5 mM (50 mM, 
Invitrogen®);  Tampão de PCR 1X (0,2 M 
Tris-HCl pH 8,5; 0,5 M KCl; 
Invitrogen®); Taq DNA Polymerase 
Platinum (1,0 U/μL; Invitrogen®); q.s.p 
Água Ultrapura. 
Volume de reagentes e 
soluções para PCR 
0,6μL de dNTPs; 0,45μL de MgCl2; 1,5μL 
de Tampão de PCR; 0,3μL de primer R; 
0,3μL de primer F; 0,2μL de Taq 
platinum®; 7,65μL de Água Ultrapura; 
4μL de DNA, totalizando um volume final 
de 15μL. 
Temperaturas dos ciclos da 
PCR 
Desnaturação inicial a 94°C por 5 
minutos; 30 ciclos de 95°C por 45 
segundos; 60°C por 45 segundos; 72 °C 
por 60 segundos; extensão final a 72°C por 
7 minutos. 
Referência Modificado a partir de Catamo et al., 
2014. 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
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3.7 ELETROFORESE 
 
 Para permitir a visualização dos segmentos amplificados, os 
produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose de 
concentração de 1%.  
 Os reagentes e soluções utilizados para o procedimento foram: 
Agarose; Tampão TBE 10X (Tris base 0,89M, Amresco®; Ácido Bórico 
0,89 M, Vetec®; EDTA 0,2M, Vetec®); Tampão TBE 1X (100 mL do 
Tampão TBE 10X; 900 mL H2O). 
 Cada gel foi preparado com as seguintes soluções e volumes: 40 
mL de TBE 0,5X (50 mL de TBE 10X; 950 mL de água); 0,4 g de 
agarose. Para a corrida eletroforética foi usado: 0,5X de tampão TBE; 
0,5 µL de corante fluorescente GelRed™; 0,5 µL de solução carreadora; 
2,0 µL de produto de PCR, sendo realizada durante 35 minutos à 100V; 
e amperagem e potência elétrica média (watts) liberados. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
 
 As quantificações realizadas nas amostras de primatas 
neotropicais deste presente estudo, de modo geral, demonstraram 
consideráveis concentrações de DNA, como mostra a Tabela 5, 
possibilitando a padronização para uma concentração final de 20 ng/ μL. 
As amostras que possuíam concentração menor que 20 ng/μL não foram 
diluídas, sendo utilizada a concentração inicial. Apenas uma amostra da 
espécie Sapajus apella, com 4,4 ng/μL foi quantificada com baixa 
concentração. 
 
  
60 
 
Tabela 5. Amostras utilizadas no presente estudos e suas respectivas 
concentrações iniciais obtidas através de quantificação de DNA. "*" indicam as 
amostras que não foram possíveis realizar a quantificação. 
Família Espécie Amostra 
Concentração 
de DNA inicial 
(ng/μL) 
Atelidae 
 
Alouatta belzebul atb 010 22 
Alouatta caraya atc 010 106 
Cebidae 
 
Aotus azarae aoz 001 496 
Aotus azarae aoz 002 148 
Leontopitheus rosalia ler 003 32 
Leontopitheus rosalia lez 001 45,5 
Sapajus apella saa 001 66 
Sapajus apella saa 003 667,5 
Sapajus apella saa 006 4,4 
Sapajus apella saa 008 846 
Sapajus apella sapajus 01 * 
Sapajus apella sapajus 02 * 
Sapajus apella sapajus 03 * 
Sapajus apella sapajus 04 * 
Sapajus apella sapajus 05 * 
Saguinus midas sgm 002 101,5 
Saimiri collinsi  smc 001 229,5 
Saimiri collinsi  smc 006 79,5 
Saimiri collinsi  smc 010 56 
Pitheciidae 
 
Callicebus brunneus cab 001 33 
Callicebus brunneus cab 002 36,5 
Callicebus brunneus cab 004 71 
Callicebus brunneus cab 005 19 
Callicebus brunneus cab 007 255,5 
Callicebus brunneus cab 008 83,3 
Callicebus geoffroyi cag 001 104 
Callicebus geoffroyi cag 002 122,5 
Callicebus geoffroyi cag 003 29 
Callicebus geoffroyi cag 005 563,5 
Fonte: desenvolvido pela própria autora. 
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O cálculo para padronizar a concentração de DNA a 20 ng/μL nas 
amostras foi realizado utilizando a fórmula ilustrada na Figura 11, onde 
o resultado indicou a quantidade de DNA que deveria ser diluído em 20 
μL de Água Ultrapura, chegando à concentração final de interesse. 
 
Figura 11. Fórmula utilizada no processo de diluição do DNA para padronizar a 
concentração final em 20 ng/μL. 
 
Fonte: desenvolvido pela própria autora. 
 
 O LAPOGE tem como linha de pesquisa a genética molecular 
humana e de populações. Desenvolveu diversos projetos de pesquisa 
relacionados à polimorfismos genéticos, inclusive relacionados ao gene 
HLA-G em humanos. Com o decorrer destas pesquisas, os protocolos 
dos experimentos passaram por diversas modificações e 
aperfeiçoamentos, o que facilitou o acesso a informações, materiais, 
métodos e ao auxílio adequado pelos estudantes do programa de Pós-
Graduação Biologia Celular e do Desenvolvimento, professores 
responsáveis e colaboradores durante o desenvolvimento dos 
experimentos no presente estudo. 
 
  
4.2 AMPLIFICAÇÃO POR TÉCNICAS DE PCR COM PRIMERS DE 
HUMANOS EM AMOSTRAS DE PRIMATAS NEOTROPICAIS  
 Para garantir maior nível de sensibilidade e especificidade 
alcançado por técnicas de PCR, a padronização de protocolo deve ser 
realizada de modo a evitar problemas de execução, como por exemplo, o 
aparecimento de produtos inespecíficos, contaminações e impureza das 
amostras (VIEIRA et al., 2002). Diante disso, os protocolos inicialmente 
utilizados para humanos, foram modificados em experimentos através 
de gradientes de volumes, concentrações e temperatura dehibridização, 
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com a finalidade de aperfeiçoar e otimizar protocolos para utilização em 
amostras de primatas neotropicais.  
 
4.3 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR PARA A REGIÃO EXON 3 DO GENE HLA-G EM 
PRIMATAS NÃO-HUMANOS 
 Os primers utilizados para a PCR da região exon 3, tem como 
produto de amplificação 276 pb, este segmento é responsável por 
codificar o domínio α2 em humanos, formando a região de ligação com 
o peptídeo antigênico. 
  Ainda não se sabe a similaridade desta região entre humanos e 
primatas do Novo Mundo, porém, por ser considerada uma região 
codificadora e estudos indicarem uma forte pressão seletiva contra a 
variabilidade genética para regiões como essa em MHC-G, esperava-se 
que ocorra amplificação da região ao utilizar o protocolo com os 
primers desenhados para humanos e, desta forma, constatar uma 
similaridade entre as sequencias de humanos e das amostras dos 
primatas utilizadas. 
 As amostras para este protocolo foram da espécie Sapajus 
apella, identificadas na Tabela 6. O critério de escolha foi pela 
qualidade da amostra, possuindo um DNA mais preservado. De acordo 
com os dados disponibilizados pela IUNC, essa espécie tem distribuição 
ampla ao Norte e Centro Oeste do Brasil, incluindo o norte boliviano. 
 
Tabela 6.  Lista de espécies utilizadas no protocolo para exon 3 e sua 
identificação para visualização do gel 
Identificação Espécie Família 
01 Sapajus apella 
Cebidae 
02 Sapajus apella 
03 Sapajus apella 
04 Sapajus apella 
05 Sapajus apella 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
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 O resultado da aplicação do protocolo inicial desta região foi 
ausente na presença de banda em gel de agarose 1%, ou seja, sem 
amplificação para as amostras de primatas neotropicais (resultados não 
mostrados). Diante disso, as modificações do protocolo foram 
consideradas (Tabela 7).  
 As primeiras modificações foram nos volumes de DNA, de 2 
μL para 4 μL e, principalmente na temperatura dehibridização, de 55ºC, 
considerada a temperatura ótima para amplificação em humanos, para 
53ºC. Diminuindo a temperatura e, consequentemente a especificidade 
dos primers, as chances do hibridização dos primers em amostras de 
macacos aumentam. Nesta etapa é importante que as modificações 
sejam feitas de modo sutil, pois se a temperatura for muito mais baixa, 
podem ocorrer amplificações inespecíficas e resultados ineficientes. 
 Após a aplicação do protocolo modificado, foi observado 
apenas amplificações para os controles com amostra de DNA humano, a 
banda um pouco mais fraca, resultado da diminuição da temperatura de 
hibridização dos primers, mas não houve banda para amostras dos 
macacos. Diante disso, a modificação do último protocolo foi no volume 
de MgCl2, de 0,8 μL para 1,2 μL. O MgCl2 é um componente 
importante que influencia na eficiência dos primers, portanto, ao 
modificar o MgCl2, a especificidade dos primers utilizado também é 
alterada. 
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Tabela 7. Modificações nos volumes dos protocolos para padronização de PCR 
da região exon 3. Em negrito estão os volumes modificados. 
Soluções 
e Reagentes 
Inicial 
Padronização 
 I 
Padronização  
II 
dNTP 1,0 μL 1,0 μL 1,0 μL 
MgCl2 0,8 μL 0,8 μL 1,2 μL 
Tampão de PCR 2,5 μL 2,5 μL 2,5 μL 
Primer R 0,5 μL 0,5 μL 0,5 μL 
Primer F 0,5 μL 0,5 μL 0,5 μL 
Taq  0,2 μL 0,2 μL 0,2 μL 
Água Ultrapura 15,5 μL 17,5 μL 17,1 μL 
DNA 4 μL 2 μL 2 μL 
Volume Total 25 μL 25 μL 25 μL 
Fonte: desenvolvida pela própria autora 
 O último protocolo não demonstrou amplificação para as 
amostras de macacos, somente nos controles de DNA humano, como 
mostra o gel na Figura12. Assim sendo, os primers desenhados para 
humanos são muito específicos, não sendo viáveis para utilização em 
estudos que envolvam como metodologia técnicas de PCR em amostras 
de macacos.  
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Figura 12. Foto do gel mostrando o resultado utilizando o último protocolo 
testado para amplificação do exon 3. As numerações em verde indicam as 
amostras de primatas neotropicais utilizadas na PCR. Em amarelo, H1, 
H2(controles para a PCR), H3 e H4 (controle para o gel) são de DNA humano e 
C- sem DNA (controle branco). 
 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 
4.4 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR DA 3’UTR DO GENE HLA-G EM PRIMATAS NÃO-
HUMANOS 
Os primers utilizados para a PCR de 3’UTR, tem como produto 
de amplificação 611 pb. É uma região não transcrita do gene, altamente 
polimórfica, podendo influenciar a regulação da expressão do gene 
HLA-G. 
 As amostras para este protocolo estão identificadas na Tabela 8. 
Foram utilizadas amostras das famílias Pitheciidae e Cebidae, sendo 
Pitheciidae filogeneticamente mais próxima aos humanos. 
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Tabela 8. Lista de espécies utilizadas no protocolo para 3'UTR e 5'URR, e sua 
identificação para visualização do gel. 
Identificação Espécie Família 
01 Callicebus brunneus 
Pitheciidae 
02 Callicebus brunneus 
03 Aotus azarae 
Cebidae 
04 Saimiri collinsi 
05 Leontopithecus rosalia 
06 Sapajus apella 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 
O protocolo inicial está descrito na Tabela 9, onde mostra que a 
temperatura ótima para os primers desenhados para humanos é de 56 
ºC. Após a aplicação do protocolo inicial e a ausência de bandas 
no gel, ou seja, sem amplificação da região de interesse. As 
modificações para o próximo protocolo se deram: no volume de 
Tampão, de 3,5 μL para 2,5 μL, modulando a ativação da Taq; na 
quantidade de DNA 2,0 μL para 4,0 μL, em virtude da qualidade das 
amostras; e na temperatura de anelamento, de 56 ºC para 52ºC. 
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Tabela 9. Modificações nos volumes dos protocolos para padronização de PCR 
da 3’UTR. Em negrito estão os volumes modificados. 
Soluções 
e Reagentes 
Inicial 
Padronização 
I 
Padronização 
II 
dNTP 0,25 μL 0,25 μL 0,25 μL 
MgCl2 0,75 μL 0,75 μL 0,75 μL 
Tampão de PCR 3,5 μL 2,5 μL 2,5 μL 
Primer R 0,5 μL 0,5 μL 0,5 μL 
Primer F 0,5 μL 0,5 μL 0,5 μL 
Taq  0,1 μL 0,1 μL 0,1 μL 
Água Ultrapura 17,4 μL 16,4 μL 14,4 μL 
DNA 2 μL 4 μL 6 μL 
Volume Total 25 μL 25 μL 25 μL 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
O resultado para as modificações no primeiro protocolo foi 
ausente de amplificação para a região de interesse em macacos do Novo 
Mundo, com a presença de bandas apenas para as amostras controle de 
DNA humano. As próximas modificações realizadas foram: na 
quantidade de DNA, de 4,0 μL para 6,0 μL e na temperatura, de 52 ºC 
para 50 ºC. 
O último protocolo, como mostra o gel na Figura 13, não 
demonstrou amplificações em nenhuma das mostras de macacos do 
Novo Mundo. As bandas, das amostras controle de DNA humano, 
ficaram cada vez mais fracas, isso se deu pela diminuição das 
temperaturas de hibridização dos primers, perdendo sua especificidade. 
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Assim como para o exon 3, primers desenhados para humanos 
de 3’UTR não são viáveis para estudos envolvendo técnicas de PCR 
com amostras de primatas do Novo Mundo. 
Figura 13. Foto do gel mostrando o resultado utilizando o ultimo protocolo 
testado para amplificação da 3'UTR. A numeração em azul indicam as amostras 
de primatas neotropicais utilizadas na PCR. Em amarelo, H1, H2, H3, H4 
(controles para a PCR) e H5(controle para o gel) são amostras de DNA humano 
e C sem DNA (controle branco). 
 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 
4.5 PROCEDIMENTO PARA AMPLIFICAÇÃO E PADRONIZAÇÃO 
DE PCR PARA 5’URR DO GENE HLA-G EM PRIMATAS NÃO-
HUMANOS 
As amostras utilizadas para este protocolo estão identificadas na 
Tabela 10, sendo apenas da família Pitheciidae. Dentre as famílias dos 
primatas do Novo Mundo, Pitheciidae é filogeneticamente mais próxima 
aos humanos, ou seja, a família menos derivada do grupo estudado.  
Os primers utilizados para a PCR de 5’URR, tem como produto 
de amplificação 824 pb em humanos. É a região promotora do HLA-G, 
possuindo elementos que regulam sua expressão. 
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Tabela 10. Lista de espécies utilizadas no protocolo para 3'UTR e 5'URR, e 
sua identificação para visualização do gel. 
Identificação Espécie Família 
01 Callicebus brunneus 
Pitheciidae 
02 Callicebus brunneus 
03 Callicebus brunneus 
04 Callicebus brunneus 
05 Callicebus brunneus 
06 Callicebus brunneus 
07 Callicebus geoffroyi 
08 Callicebus geoffroyi 
09 Callicebus geoffroyi 
10 Callicebus geoffroyi 
11 Callicebus geoffroyi 
Fonte: desenvolvida pela própria autora 
 
O protocolo inicial, descrito na Tabela 11, tem como temperatura 
ótima para amplificação dos primers desenhados para humanos 60ºC. O 
resultado para a aplicação do protocolo foi sem amplificação para as 
amostras de macacos do Novo Mundo, apenas para as amostras controle 
com DNA humano.  
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Tabela 11. Modificações nos volumes dos protocolos para padronização de PCR 
de 5’URR. Em negrito estão os volumes modificados. 
Soluções 
e Reagentes 
Inicial Padronização II 
dNTP 0,6 μL 0,6 μL 
MgCl2 0,45 μL 0,45 μL 
Tampão de PCR 1,5 μL 1,5 μL 
Primer R 0,3 μL 0,3 μL 
Primer F 0,3 μL 0,3 μL 
Taq  0,2 μL 0,2 μL 
Água Ultrapura 7,65 μL 10,65 μL 
DNA 4 μL 1 μL 
Volume Total 15 μL 15 μL 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 As modificações para o protocolo seguinte foram na quantidade 
de DNA, de 4 μL para 1μL e na temperatura de anelamento dos primers, 
de 60 ºC para 52ºC. O resultado do gel (Figura 14) mostra bandas em 
amostras de primatas do Novo Mundo, em especial nos espécimes de 
Callicebus geoffroyi. Embora tenham aparecido amplificações 
inespecíficas, é um resultado considerável e importante, visto que há 
bandas na altura do amplificado em amostra controle com DNA 
humano.  
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Figura 14. Foto do gel mostrando o resultado utilizando os protocolos para 
amplificação da 3'UTR, identificado com a numeração das amostras em azul, e 
5'URR, identificado com as amostras em vermelho. H1 (controle para a PCR) e 
H2 (controle para o gel) são amostras de DNA humano e C sem DNA (controle 
branco). 
 
Fonte: desenvolvida pela própria autora. 
 
A próxima etapa é o sequenciamento do produto, onde será 
possível confirmar a amplificação da região de interesse. A possível 
descrição da sequência para a família Pitheciidae é de extrema 
importância para futuros estudos evolutivos relacionados com pressões 
seletivas ligadas ao sistema imunológico. Tendo em vista que a família 
possui características basais para os primatas do Novo Mundo, portanto, 
ter a informação de como o gene esta descrito neste grupo facilita a 
compreensão das alterações que a seleção proporcionou aos seus grupos 
derivados e, aos grupos mais distantes, como os humanos. 
Apesar de várias patologias serem associadas aos polimorfismos 
do gene HLA-G, incluindo os polimorfismos da 3’UTR, as relações das 
variações dessa molécula com a evolução do gene em primatas ainda 
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não foi elucidada. No entanto, a possibilidade de identificar uma relação 
evolutiva do gene, aliada a fatores ambientas, em especial ligados a 
biogeografia das espécies, poderia elucidar pressões seletivas associadas 
a susceptibilidade genética das regiões tanto codificadoras, quanto 
regiões promotoras do gene HLA-G. 
Para que essas análises sejam possíveis, o desenho e a 
concentração de primers são as principais condições que influenciam o 
processo de amplificação por PCR, assim como as concentrações dos 
demais reagentes, o número de ciclos e as temperaturas de desnaturação 
e anelamento (HEHEGARIU et al., 1997). Diante disso, considerando as 
dificuldades durante as otimizações dos protocolos formulados para 
utilização de primers desenhados para humanos, dos resultados obtidos 
com ausência de amplificação em 3’UTR e exon 3 para  amostras de 
primatas neotropicais e baixa confiabilidade nos resultados obtidos para 
5’URR, o desenho de primers específicos para primatas não-humanos é 
de extrema relevância para uma efetiva amplificação das regiões de 
interesse e para futuros estudos relacionados ao gene HLA-G em 
primatas de todo o mundo. 
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ANEXO A – Coluna Estratigráfica simplificada 
 
 
